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本論文では、環境汚染物質であるポリ塩化ビフェニル (polychlorinated biphenyl、以下 PCB)を分解する
細菌 (以下、このような細菌を PCB 分解菌と呼ぶ)である Rhodococcus jostii RHA1 の PCB 分解メカニズム
を解明するとともに、その分解活性の抑制現象及び抑制を解除するための分子生物学的手法に関する研
究の成果を述べる。Rhodococcus jostii RHA1 を PCB 分解に用いるためには、PCB 分解に関わる bph 遺伝
子群の挙動を理解し、PCB の分解能力を最大限に引き出す必要がある。そこで本研究では、bph 遺伝子群
のプロモーター転写活性に着目した。この研究によって観察された、PCB 分解に関わる遺伝子群の転写
発現に関わる諸要素を検証し、遺伝子工学的手法による RHA1 の PCB 分解能力の向上を試みた。本研究







る。PCB は、ビフェニル環上の水素原子が塩素原子に置換した化合物の総称であり、理論的には 209 種
類の異性体が合成可能である (Fig. 1-1)。一般的に PCB と呼ばれているものは、製造の段階から様々な異
性体が混合した状態で存在している。 




複写紙など、幅広い用途に利用された。日本でも 1950 年ごろから PCB が使用されるようになり、1954
年から PCB の国内生産が開始されている。しかし、1960 年代後半にスウェーデンで死んだ海鳥の体内か
ら高濃度の PCB が検出されたのをきっかけに、世界各国で PCB による汚染が相次いで報告された。日本
では1968年に、食用油の脱臭のための熱媒体として利用されていたPCBが、配管の穴から食品に混入し、
人体に深刻な被害をもたらしたカネミ油症事件が発生した 1, 2)。この時混入したPCBの濃度は約1,000 ppm
といわれている 2)。  




Fig. 1-1 A：PCB の構造式。x + y ≦10  B：ビフェニルの構造式 
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現在に至る 1)。日本における PCB の現状としては、PCB 特別措置法に基づく PCB 廃棄物等の届出の全国
集計結果によると平成 15 年 3 月 31 日の時点で、PCB は 93 t、PCB を含む油は 175,244 t が保管されてい
る 1)。しかし、保管された PCB の処理は遅々として進んでいない。さらに、保管の長期化から保管され




理法は、PCB を分解する能力を持った微生物を利用して、PCB を無害化する方法である。PCB と化学的
に構造の似たビフェニルを分解する微生物の中には、Acidovorax sp. KKS1024,5)や Pseudomonas 
pseudoalcaligenes KF707
6)などの様々な PCB 分解菌が存在することが報告されている。PCB 分解菌を利用
した PCB 処理の実証実験としては、JR 総研で研究された事例が報告されている。これは、紫外線を照射
することで PCB を脱塩素して低塩素置換のものに変換した後、閉鎖系で二種類の PCB 分解菌を用いて分
解する方法である 3)。 









て異なることも多く、細菌における PCB 分解に関わるメカニズムの知見を深めることは、PCB 分解菌の
分解能向上のために重要であると考える。 
 PCB 分解菌を PCB 汚染浄化に実際に用いる場合、二つの方法が考えられる。一つは、閉鎖系で PCB
分解菌を用いる方法である。閉鎖系であれば、遺伝子操作菌を利用できる、微生物の生育に最適な条件





 以上の背景をもとに、いままでに PCB 分解菌の一つとして、Rhodococcus jostii RHA1 が単離、研究さ
れてきた。本研究は、R. jostii RHA1の PCB分解メカニズムの全容解明に貢献することを目的としている。












 第 1 章「序論」では、本研究の背景および目的および本論文の構成について述べている。  
 第 2 章「Rhodococcus jostii RHA1 における PCB 分解に関する従来の研究」では、今までに行われてき
た Rhodococcus jostii RHA1 の PCB 分解に関する研究について述べる。 
 第 3 章「Rhodococcus jostii RHA1 における分解代謝産物存在下での分解遺伝子の転写抑制」では、RHA1
によるビフェニル分解遺伝子の転写活性化を抑制する原因物質についての研究を述べる。  
 第 4 章「BphS/BphT 支配下遺伝子群の発現への中間分解産物カテコールの影響」では、bphAa プロモー
ター以外の BphS/BphT 支配下の PCB 分解遺伝子に対するカテコールの影響について述べる。 
 第 5 章「カテコール分解遺伝子の導入による PCB 分解遺伝子群転写活性の強化」では、カテコール分
遺伝子 catA1 を高発現することで PCB 分解遺伝子群の発現がどのように変化するかの観察について述べ
る。  
 第 6 章「ビフェニルを単一炭素源とした生育能の強化」では、catA1、bphS1、bphT1 をそれぞれ高発現
することで、ビフェニルを単一炭素源として加えた場合の生育能がどのように変化するかの観察につい
て述べる。 
 第 7 章「安息香酸およびカテコールの分解遺伝子における転写誘導物質の同定」では、カテコール分
解遺伝子と、安息香酸分解遺伝子の発現を誘導する物質の解明について述べる。 
 第 8 章「結論」では、本研究によって得られた結論について述べる。 
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2-1 R. jostii RHA1のビフェニル分解遺伝子群に関する研究 
PCB 汚染の微生物を用いた浄化を目的として、これまでの研究で PCB 分解菌 R. jostii RHA1 が単離さ
れ、その PCB 分解経路、及び分解に関与する遺伝子群 (bph 遺伝子群)が Fig.2-1 に示したように明らかに
されている 1)。また、これらの分解遺伝子群は Fig.2-2 に示したようにゲノム上に分かれて存在している
が、転写されるための共通のプロモーター領域を持っており 2)、ビフェニルのセンサータンパク質である
BphS および転写のアクチベータータンパク質である BphT によってビフェニル存在下で同時に転写が活




Fig.2-1 R. jostii RHA1 におけるビフェニルの分解経路図。矢印の下ないし横に、分解関わる酵素名を記す。





Fig.2-2  R. jostii RHA1 におけるビフェニル分解酵素遺伝子群。矢印は各分解酵素をコードする遺伝子を、矢
印内に遺伝子名を記す。矢印中の波線は、遺伝子の一部を省略していることを示す。図中の三角形は、各分解
酵素遺伝子群のプロモーター領域を示す。ビフェニルと PCB の分解に関与する遺伝子群は、二つの線状プラ





 PCB 分解において重要な R. jostii RHA1 のビフェニル分解に関しては、これまでの研究で、分解経路、
分解に関する酵素と遺伝子、および、その初発分解遺伝子群である bphABCD の転写制御機構が明らかに
なっている。また、R. jostii RHA1 の全ゲノム配列も明らかになっている 4)。 
 R. jostii RHA1 のビフェニル分解経路、および分解に関与する酵素と遺伝子は Fig.2-1 に示したとおりに
明らかになっている。bphAa, Ab, Ac, Ad と etbAa, Ab, Ac, Ad がコードする biphenyl dioxygenase が biphenyl
骨格の 2, 3 位を水酸化することで、3-phenylcyclohexa-3,5-diene-1,2-diol に変換され、さらに bphB がコー
ドする dehydrogenase によって 2,3-dihydroxybiphenyl に変換される。2,3-dihydroxybiphenyl は、 bphC と etbC
が コ ー ド す る dioxygenase に よ っ て 芳 香 環 が 開 裂 し 、 黄 色 を 呈 す る メ タ 開 裂 物 質
2-hydroxy-6-oxo-6-phenylhexa-2,4-dienoate に変換される。 このメタ開裂物質は bphD と etbD がコードする
hydrolase によって 2-hydroxy-penta-2,4-dienoate と benzoate に変換される。2-hydroxy-penta-2,4-dienoate は
bphF と bphG がそれぞれコードするタンパク質によってピルビン酸とアセチル CoA へと変換される。
Benzoate は benABCD がコードするタンパク質によって catechol に、catABC がコードするタンパク質によ
って protocate に、pcaIJF がコードするタンパク質よってアセチル CoA とスクシニル CoA に変換される。
ピルビン酸、アセチル CoA、スクシニル CoA は TCA サイクルに取り込まれ、さらに代謝されていく 5)。 
 上述の通り、R. jostii RHA1 のビフェニル分解に関与する遺伝子は 1 種類の反応に対して複数存在し、
Fig. 2-2 に示したようにゲノム上の様々な場所に分かれてクラスターを成して存在していることも明らか








2-2 R. jostii RHA1のビフェニル分解遺伝子群の転写調節因子に関する研究 
 R. jostii RHA1 において上流 4 つの反応を担うビフェニル分解遺伝子群は、センサータンパク質である
BphS1 とレギュレータータンパク質である BphT1/BphT2 による、二成分制御系と呼ばれる制御機構によ
って転写制御されている。以下に、BphS/BphT による転写制御機構について記す。 
 まず、bphAa プロモーターからの転写を活性化する転写制御遺伝子の単離、解析が行われた。この結果、
bphB1 遺伝子の下流に bphAa プロモーターからの転写をビフェニル存在下で活性化する遺伝子の存在が
確認された。次に、この領域の塩基配列を決定したところ、1,598 アミノ酸のタンパクをコードする配列
と、その下流に 209 アミノ酸のタンパクをコードする配列が見出された。これらの遺伝子は、それぞれ
bphS1、 bphT1 と命名された 3)。bphS1 および bphT1 より推定されるアミノ酸配列は、種々の二成分制御
系の転写制御因子と相同性が見られ、BphS1 はセンサーヒスチジンキナーゼと、BphT1 はレスポンスレ
ギュレーターと相同性がみられた。また、BphS1 の自己リン酸化部位である 1,411 番目のヒスチジン、
BphT1 のリン酸受容部位である 48番目のアルギニンなどのアミノ酸配列がよく保存されていたことから、
bphS1, T1 は RHA1 の二成分制御系の転写活性化因子をコードすると推定された。欠失変異体の解析から
bphS1, T1 遺伝子領域のみで bphAa プロモーターからの転写を活性化し、また、bphS1, T1 遺伝子産物 
(BphS1/T1)がビフェニル、エチルベンゼンなどの芳香族化合物に反応して bphAa プロモーターからの転写
を活性化することを明らかにした。しかし、BphS1/T1 は 4-クロロビフェニルや PCB による転写活性化は
示さなかった 6)。 
 BphS1/T1 による転写活性化は R. jostii RHA1 に存在する他の PCB 分解酵素遺伝子のプロモーターに対
しても起こり、BphS1/T1 により様々な分解系遺伝子群が協同的に転写誘導される機構が示唆されている
2)。また、RHA1 には bphS1T1 と相同性を示す bphS2T2 が存在し、bphS2T2 も bphAa プロモーターからの
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転写活性化に関与していることが示された 2)。BphS1 と BphS2 は共に様々な芳香属化合物を感知するが、
ビフェニルに対しては BphS1 のみが反応することが明らかとなった (Fig.2-4.A)。 
 
2-3 BphS および BphT二成分制御系による転写活性化メカニズムに関する研究 
R. jostii RHA1 における BphS/T による転写制御の過程は、次のとおりである。まず、基質である芳香族
化合物を BphS が感知する。次に、感知した BphS が自己リン酸化する。これによりリン酸化した BphS
が、BphT をリン酸化する。そして、リン酸化された BphT が bph 遺伝子群のプロモーターに結合するこ
とで、遺伝子の転写が開始される。このプロセスは BphS1 から BphT1、BphS2 から BphT2 のみならず、
Fig.2-4.A に示したように BphS1 から BphT2、BphS2 から BphT1 といった流れでも活性化されることが明
らかになっている。 
その後の解析で、リン酸化された BphT の結合配列が探索され、各 bph 遺伝子群の転写開始点上流に共通





Fig.2-4 ビフェニル分解に関わる遺伝子群の発現制御と、その遺伝子配列。A：R. jostii RHA1 におけるビフ
ェニル分解遺伝子群の発現制御メカニズム。基質の存在下で BphS がリン酸化し、BphT を介して各プロモー
ター領域の転写を活性化する。エチルベンゼンなどでは BphS1、BphS2 の双方がリン酸化するが、ビフェニ
ル存在下では BphS1 のみがリン酸化する。B：ビフェニル分解遺伝子群のプロモーターの転写開始点上流に
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本章では、R. jostii RHA1 の PCB 分解活性の指標として、ビフェニル初発分解酵素 BphA を構成するサ





に制御する現象をいう。R. jostii RHA1 の PCB 分解に関わるビフェニル分解遺伝子群にもカタボライト
抑制が存在した場合、この抑制を解除することでビフェニルと PCB の分解能力を高めることが可能にな
ると考えられる。これは、効率よく PCB を分解できる微生物を育種することにつながり、環境保全上重








 本研究で用いた菌株を Table 3-1 に、プラスミドを Table 3-2 に示す。野生株である R. jostii RHA1 は、
ビフェニルを単一炭素源として生育することができる。R. jostii RHA1 はビフェニルを蓋上に置く形で単
一炭素源として加えた M9 寒天培地 (6 g Na2HPO4, 3 g KH2PO4, 1 g NH4Cl, 0.5 g NaCl, 1 ml 1 M MgSO4･
7H2O solution, 1 ml 0.1 M CaCl2 solution, in 1,000 ml of dist. Water)に植え継ぎ、培養は 30℃でおこなった。
R. jostii RHA1 の遺伝子をそれぞれ破壊した変異株、R. jostii RHA1ΔbenA、R. jostii RHA1ΔbenD、R. jostii 
RHA1ΔcatA、R. jostii RHA1ΔcatB は、1/5LB 寒天培地 (2 g Bacto trypton, 1 g Yeast extract, 5 g NaCl, in 1,000 
ml of dist. Water)に植え継ぎ、培養は 30℃で行った。大腸菌の培養には LB 培地 (10 g Bacto trypton, 5 g Yeast 
extract, 5 g NaCl, in 1,000 ml of dist. Water)を用い、培養は 37℃で行った。 
 
(2) Rhodococcus属細菌の形質転換 
 本研究において、Rhodococcus 属細菌の形質転換にはエレクトロポレーション法を用いた 6)。まず菌株
を 10 ml の 1/5LB で OD600が 0.5 になるように培養した。菌体を、4000 rpm で 5 分遠心分離して回収し、
0.3 M sucrose 1ml による懸濁、遠心分離、上清除去を 3 回繰り返した。上清を除去したあと、0.3 M sucrose 
600μl に懸濁し、competent cell とした。100 μl の competent cell にプラスミド DNA を 1 μl 加え、 1.2 kV、













レポータープラスミド pKLAF1 (Fig. 3-1)は、ルシフェラーゼ遺伝子の上流に bphAa 遺伝子のプロモータ
ー領域が組み込まれている 9)。このプラスミドを持つ R. jostii RHA1 中では、bphAa 遺伝子が発現すると
きはルシフェラーゼ遺伝子が転写されて発現し、発光する。 
pKLAF1 を導入した菌株を、カナマイシンを終濃度 50 μg/ml で添加した 1/5LB が 10 ml 入った試験管で
一晩培養した。遠心 (4,000 rpm, 10 min)して菌体を回収し、上清を捨てた後、1/5LB 10 ml で菌体を洗浄
した。再度、遠心 (4,000 rpm, 10 min)し上清を捨てた後、カナマイシンを終濃度 50 μg/ml で添加した 1/5LB 
1 ml で再懸濁した。この菌液を、カナマイシンを終濃度 50 μg/ml で添加した 1/5LB 10 ml に OD600が 1.0 
 
Table 3-1 使用菌株  
Strain Relevant characteristics Reference 
Rhodococcus jostii RHA1 PCB 分解菌、野生株、BPH+  BEN+ 6) 
E. coli S17-1 
 
DNAの接合伝達に使用 recA, harbors the tra genes of plasmid RP4 
in the chromosome, proA thi 
7) 
 
E. coli JM109 
 
クローニングに使用 recA1 supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 relA1 




 lacZΔM15]  
8) 
 
R. jostii RHA1ΔbenA benA 破壊株、BEN- this study 
R. jostii RHA1ΔbenD benD 破壊株、BEN- this study 
R. jostii RHA1ΔcatB catB 破壊株、BEN- this study 
R. jostii RHA1ΔcatA catA 破壊株、BEN- this study 
BPH+ BEN+：ビフェニルと安息香酸をそれぞれ単一炭素源として生育可。 BEN-：安息香酸を単一炭素源として生育不可。 
 
Table 3-2 使用プラスミド  
Plasmid Relevant characteristics Reference 
pKLAF1 
 
bphAa 転写活性を観察するレポータープラスミド pKLA1 with 1.4-kb 





benA 転写活性を観察するレポータープラスミド pKLA1 with  536 bp 
SalI fragment of R. jostii RHA1 carrying promoter region of benA  
this study 
 
pGEM-T easy cloning vector; アンピシリン耐性 Promega 社 
pK18mobsacB カナマイシン耐性、sacB、oriT 10) 
pK18 ΔbenA benA 遺伝子破壊用プラスミド this study 
pK18 ΔbenD benD 遺伝子破壊用プラスミド this study 
pK18 ΔcatA catA 遺伝子破壊用プラスミド this study 




Fig. 3-1 レポータープラスミド pKLAF1。Rhocococcus - E. coli シャトルベクターである pKLA1 の、発光タン




となるように加えた。必要に応じてビフェニル、安息香酸を終濃度 10 mM となるように加えた。 
30℃で培養し、3 時間おきに発光値と菌液の濁度 (OD600)を測定した。発光値は菌液 100 μl に 1-decanal
を 2 %含む Lux Buffer (10 mM リン酸 Buffer (pH 7.0) 50 ml, 100 % EtOH 49 ml)を 25 μl 加え、5 秒間の発光
を測定した。発光の測定装置として BERTHOLD TECHNOLGIES 社製 MicroLumimat Plus LB96V-H を用い
た。 




  R. jostii RHA1 中の目的の遺伝子を破壊するために、van der Geize らによる方法を用いた 11)。目標とな
る遺伝子 (benA、benD、catA、catB)と用いたプライマーの位置を Fig. 3-2 に記す。プライマーの配列を
Table 3-3 に記す。手順は以下のとおりである。 
R. jostii RHA1を、終濃度25 mg/lでナリジキシン酸を添加したLBP寒天培地 (10 g Bacto pepton, 5 g Yeast 
extract, 5 g NaCl in 1000 ml of dist. Water)に植菌した。Escherichia coli S17-1 を破壊株作製用プラスミド 
(pK18 ΔbenA、pK18 ΔbenD、pK18 ΔcatA、pK18 ΔcatB)で形質転換した菌株を、カナマイシンを添加した
LB 寒天培地に植菌した。R. jostii RHA1 は 30℃で、S17-1 は 37℃でそれぞれ培養した。 




Fig. 3-2 遺伝子破壊をおこなった遺伝子とその近傍の遺伝子地図、および PCR で用いたプライマーの位置。
数字とプライマー名の対応は横に記載。A：benA および benD 周辺。B：catA および catB 周辺。 
 
Table 3-3 使用プライマー 
Primer Sequence (5’ to 3’) Purpose 
ro02384-1F AAGCTTCACGCTCACCCAGGCCGAC forward primer for upsteream of benA 
ro02384-1R TCTAGACAGGGTGTCAGTCATGGGA reverse primer for upsteream of benA 
ro02384-2F TCTAGAGCGAACAACCGCTGAGGGA forward primer for downstream of benA 
ro02384-2R GGATCCCCGGGAACGGTGATGTTCA reverse primer for downstream of benA 
ro02387-1F TCTAGAAGTACCTGCGCAGCCGCGC forward primer for upsteream of benD 
ro02387-1R CTGCAGGACGAGTCCGCTCATGCGA reverse primer for upsteream of benD 
ro02387-2F CTGCAGGGCGACCTCGGCTAGCAGC forward primer for downstream of benD 
ro02387-2R AAGCTTGCGTCTTCCATGATCTTCG reverse primer for downstream of benD 
ro02373-1F TCTAGACGATCTGACCGACGTGACG forward primer for upsteream of catA 
ro02373-1R GCATGCCTCGGTGGTGGTCATTTGT reverse primer for upsteream of catA 
ro02373-2F GCATGCCTCGACCCCGCGTGACCC forward primer for downstream of catA 
ro02373-2R AAGCTTAAGTCGATGCCGGGTTCCG reverse primer for downstream of catA 
ro02372-1F GAATTCACATTTCAATGTGACTGCG forward primer for upsteream of catB 
ro02372-1R TCTAGAGGTGGAACGGGTCACGCG reverse primer for upsteream of catB 
ro02372-2F TCTAGATGGACCAGGAACTAAGGAG forward primer for downstream of catB 
ro02372-2R AAGCTTCCGACGCACCCGTCTTCG reverse primer for downstream of catB 
PbenA_F TTCCGTGTCTGAGCGATTCG forward primer for promoter of benA 
PbenA_R GTCGACGAGTTCGCCCTCCTTGTTGC reverse primer for promoter of benA 
16 
 
LB を 2 ml 加え、それぞれのプレート上で菌体を掻き取り、菌液の状態にした。この菌液を 500〜750 μl
ずつ採取し、混合した。混合菌液を、10,000 rpm、1 min で遠心分離し、上清を捨て、1 ml の LB 培地に
菌体を懸濁、うち 200〜250 μl を LBP 培地にまいた。これを、30℃で一晩培養した。 
R. jostii RHA1 と E. coli S17-1 が混合して生育している状態の寒天培地に、LB を 2 ml 加え、プレート上
で菌体を掻き取り、菌液の状態にした。この菌液 100 μl をナリジキシン酸とカナマイシンを添加した LBP
寒天培地に植菌した。およそ 3 日後にコロニーを得た。 
得られたコロニーを、ナリジキシン酸とカナマイシンを添加した LBP 寒天培地と、ナリジキシン酸と
カナマイシンと終濃度 10%の sucrose を添加した LBP 寒天培地に番地付けして植えた。sucrose が添加さ
れたプレートでのみ生えないコロニーが、1 回目の相同組換えを起こした目的のコロニーである。 
得られたコロニーを、10 ml の LB で一晩液体培養した。液体培養した菌液のうち 100 μl を、終濃度 10 %
の sucrose を添加した LBP 寒天培地にまいた。2〜3 日後にコロニーが得られた。 







 E. coli S17-1 を破壊株作製用プラスミド (pK18 ΔbenA、pK18 ΔbenD、pK18 ΔcatA、pK18 ΔcatB)で形質転
換するためには、以下に示す TSS 培地を使用する TSS 法を用いた。 
E. coli S17-1 を LB 2 ml、37℃で一晩培養した。また、50 ml の LB 培地を 37℃であらかじめ暖めてお
いた。前培養液 0.5 ml を、暖めておいた 50 ml の LB 培地に植菌し、OD600が 0.3～0.4 になるまで、2
～2.5 時間培養した。遠心分離で菌体を回収し、0.5 ml の TSS 培地 (10 ml 2×LB medium pH 6.5, 5 ml 
PEG3350 40 %, 1 ml DMSO, 4 ml MgCl2 250 mM)に懸濁し、competent cell とした。100 μl の competent 






bphAa レポータープラスミドとして pKLAF1 を用い、bphAa プロモーター転写活性を測定した。pKLAF1
を導入した R. jostii RHA1 を 1/5LB 培地、および、それにビフェニル、またはビフェニルと安息香酸を加
えた 3 条件で培養し、3 時間ごとにルシフェラーゼ活性を測定した。その結果を Fig. 3-3 に示す。 
1/5LB 培地のみの場合、bphAa プロモーター転写活性の上昇は見られなかった。ビフェニルを加えた系
では、0 時間を基準として 6 時間で 4 倍、9 時間で 12 倍程度まで bphAa プロモーター転写活性が上昇し






Fig. 3-3 R. jostii RHA1 における bphAa プロモーター活性に対するビフェニル (BP)、安息香酸 (BA)の影響。
pKLAF1 を導入したR. jostii RHA1を 1/5LB 培地にビフェニル (終濃度 10 mM)及び、ビフェニル+安息香酸 (終
濃度 10 mM)を加えた培地で培養し、3 時間おきに発光値と OD600 を測定した。発光値を OD600 で割った数値








断片の 3’側プライマーを用いた PCR (Fig. 3-4)、およびサザンハイブリダイゼーション (データは示さな
い ) によって目標遺伝子の欠損を確認した。このようにして得られた破壊株をそれぞれ
R. jostii RHA1ΔbenA、R. jostii RHA1ΔbenD、R. jostii RHA1ΔcatA、R. jostii RHA1ΔcatB と命名した。 
 これらの遺伝子破壊株を、安息香酸を終濃度 10 mM で添加した M9 寒天培地に塗布して生育を観察し
たところ、生育しなかった (Fig. 3-5)。また、培地に安息香酸を添加して R. jostii RHA1ΔcatA を培養した
ところ、菌液が黒褐色を呈した (Fig. 3-6)。 
 
(3) 破壊株における bphAaプロモーター転写活性 
 作 製 し た 遺 伝 子 破 壊 株 R. jostii RHA1ΔbenA 、 R. jostii RHA1ΔbenD 、 R. jostii RHA1ΔcatA 、
R. jostii RHA1ΔcatBにレポータープラスミドpKLAF1を導入した後に、1/5LB培地、および1/5LB培地にビ
フェニル、またはビフェニルと安息香酸を加えて培養し、bphAaプロモーター活性を比較した。 
 R. jostii RHA1ΔbenA (pKLAF1)においては、R. jostii RHA1 (pKLAF1)と比較してビフェニルと安息香酸を
添加した系の抑制が弱まり、ビフェニルのみの系と近い活性を示した (Fig. 3-7A)。R. jostii RHA1ΔbenD 
(pKLAF1)では、R. jostii RHA1ΔbenA (pKLAF1)と比較して、ビフェニルと安息香酸を添加した系と、ビフ
ェニルのみの系の両方で活性化が抑えられた (Fig. 3-7B)。R. jostii RHA1ΔcatA (pKLAF1)においては、ビ
フェニルを添加した系と、ビフェニルと安息香酸を添加した系の双方で、R. jostii RHA1ΔbenD よりもさ
らに低い、1/5LB の系と同程度の活性が観察された (Fig. 3-7C)。このとき、R. jostii RHA1ΔcatA の菌液の




R. jostii RHA1 (pKLAPBENF)と R. jostii RHA1ΔcatA (pKLAPBENF)を 1/5LB 培地にビフェニルと安息香酸





Fig. 3-4 各遺伝子破壊株の電気泳動による遺伝子破壊の結果。benD 破壊株のデータは示さない。A：benA 破
壊の確認のために ro02384-1F と ro02384-2R を用いた PCR 結果。 Lane 1-6 は R. jostii RHA1ΔbenA 候補株の、
Lane 7 は R. jostii RHA1 の total DNA をテンプレートとしたもの。R. jostii RHA1 は約 3500 bp となるバンドが、
遺伝子破壊に成功した Lane 4 の候補株では約 3000 bp となっている。B：catB 破壊の確認のために ro02372-1F
と ro02340-2R を用いた PCR 結果。 Lane 1-7 は R. jostii RHA1ΔcatB 候補株の、Lane 8 は R. jostii RHA1 の total 
DNA をテンプレートとしたもの。R. jostii RHA1 は約 3000 bp となるバンドが、遺伝子破壊に成功した Lane 3, 4, 
7 の候補株では約 2000 bp となっている。C：catA 破壊の確認のために ro02372-1F と ro02340-2R を用いた PCR
結果。 Lane 1-15 は R. jostii RHA1ΔcatA 候補株の、Lane 16 は R. jostii RHA1 の total DNA をテンプレートとし
たもの。R. jostii RHA1 は約 3000 bp となるバンドが、遺伝子破壊に成功した Lane 2, 4, 6, 7 , 14 の候補株では約




Fig. 3-5 R. jostii RHA1、R. jostii RHA1ΔbenA、R. jostii RHA1ΔbenD、R. jostii RHA1ΔcatA、R. jostii RHA1ΔcatB




Fig. 3-6 R. jostii RHA1 と R. jostii RHA1ΔcatA を、1/5LB 培地と安息香酸を加えた 1/5LB 培地で培養した結果。
A：0 時間。B：20 時間。1：1/5LB 培地に R. jostii RHA1 を植菌。2：1/5LB 培地+安息香酸 (終濃度 10 mM)に
R. jostii RHA1 を植菌。3：1/5LB 培地に R. jostii RHA1ΔcatA を植菌。2：1/5LB 培地+安息香酸 (終濃度 10 mM)












Fig. 3-7 各遺伝子破壊株における bphAa プロモーター活性に対するビフェニル (BP)、安息香酸 (BA)の影響。
pKLAF1 を導入した各遺伝子破壊株を 1/5LB 培地にビフェニル (終濃度 10 mM)及び、ビフェニル+安息香酸 
(終濃度 10 mM)を加えた培地で培養し、3 時間おきに発光値と OD600 を測定した。発光値を OD600 で割った
数値を単位菌数あたりの bphAa プロモーターの転写活性とした。グラフの縦軸は 0 時間目の活性を 1 とした
時の比、グラフの縦線は標準偏差を示した。A：R. jostii RHA1ΔbenA (pKLAF1) B：R. jostii RHA1ΔbenD 















Fig. 3-9 R. jostii RHA1 と R. jostii RHA1ΔcatA における benA プロモーター活性の変化。pKLAPBENAF を導入
した菌株を 1/5LB 培地にビフェニル(BP)と安息香酸(BA)をともに終濃度 10 mM になるように加えて培養した。
3 時間おきに発光値と OD600を測定し、発光値を OD600で割った数値を単位菌数あたりの bphAa プロモーター






 本研究は、PCB 分解遺伝子群の転写発現メカニズムを解明するための研究の一部である。 
 本章の結果によって、R. jostii RHA1 における PCB 分解遺伝子群の転写活性化抑制は、従来知られてい
たグルコースやフルクトースの存在下のみならず、cis-1, 2-dihydroxycyclohexa-3, 5-diene-1-carboxylate やカ
テコールの存在下においても観察されることが分かった。 
R. jostii RHA1 における bphAa プロモーターの転写活性は、1/5LB 培地のみでは上昇せず、1/5LB にビ
フェニルを添加すると上昇するが、ビフェニルとさらに安息香酸を添加すると 1/5LB のみの場合と同程
度まで活性が抑制されることが観察された (Fig. 3-3)。安息香酸は、R. jostii RHA1 におけるビフェニルの





の遺伝子であることが分かった。また R. jostii RHA1ΔcatA は、1/5LB に安息香酸を加えて培養した場合、
菌液中に蓄積したカテコールに由来すると考えられる黒褐色化を示した (Fig. 3-6)。以上より、これらの
変異株は破壊された代謝経路の手前の代謝産物が産物が蓄積するものと考え、R. jostii RHA1 と同様の方
法・条件で bphAa プロモーターの転写活性を測定した。 
その結果 (Fig. 3-7)、R. jostii RHA1ΔbenA では安息香酸を加えた条件でもビフェニルによる転写活性化
が抑制されず、R. jostii RHA1ΔbenD ではビフェニルおよびビフェニルと安息香酸を加えた系で活性の抑
制が、 R. jostii RHA1ΔcatA では R. jostii RHA1ΔbenD よりもさらに強い抑制が観察された。
R. jostii RHA1ΔcatB では、ビフェニルの添加で転写活性が上昇し、安息香酸の添加で活性化が抑制される
野生株と同様の傾向が観察された。 
以上より、抑制の原因物質は R. jostii RHA1ΔbenD で蓄積されると推測される cis-1, 2-dihydroxycyclohexa
-3, 5-diene-1-carboxylate や、R. jostii RHA1ΔcatA で蓄積されると推測されるカテコールであることが強く




し、R. jostii RHA1ΔcatA (pKLAF1)を用いたプロモーター活性測定の際に菌液の濁度 (OD600)は上昇し続け
る結果を示した (Fig. 3-8)ことから、プロモーター活性はカテコールの毒性で下がったわけではない。 
また、bphAa 以外のプロモーターに対する代謝産物の影響を調べるため、benA のプロモーター領域を
組み込んだレポータープラスミド pKLAPBENF を用いて、転写活性化を測定した。benA のプロモーター
領域は、bphAa とは異なるメカニズムで転写制御される。この結果、benA の転写活性は、野生株とカテ
コールが蓄積する R. jostii RHA1ΔcatA で同様の結果を示した (Fig. 3-9)。この結果より、カテコールによ
る転写活性化の抑制は、bphAa プロモーターに対して特異的な現象であることが示唆された。 
PCB分解遺伝子群の転写制御メカニズムに関しては本研究で用いているR. jostii RHA1のほかに、
Acidovorax sp. KKS102、P. pseudoalcaligenes KF707、Rhodococcus sp. DK17などが研究されている。 
Acidovorax sp. KKS102 や P. pseudoalcaligenes KF707 では、PCB 分解遺伝子群はオペロンとしてゲノム
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中の一カ所に集中して存在している。Acidovorax sp. KKS102 においては、BphS タンパク質が分解遺伝子
群の転写抑制因子として機能しており、BphC タンパク質による代謝産物が BphS タンパク質と結合する
と転写抑制が解かれ、転写が活性化する 1)。P. pseudoalcaligenes KF707 においては、BphR1 と BphR2 の 2
種類の転写活性化タンパク質が協調して分解遺伝子群の転写を制御していることが明らかとなっている
2)。Acidovorax sp. KKS102 においては、コハク酸、フマル酸、酢酸の存在下で PCB 分解遺伝子群の転写
が抑制されることが明らかになっている 3)が、これらの菌においては、ビフェニル代謝産物による転写抑
制の報告はない。R. jostii RHA1 においては、ビフェニル分解遺伝子群の転写がグルコースやフルクトー






蓄積させる変異株を作製し、レポータープラスミドを用いて bphAa プロモーター活性を測定した。 
RHA1 においてビフェニル存在下における bphAa プロモーターの転写活性化は、ビフェニル分解の中
間代謝産物である安息香酸の存在下で抑制された。抑制の原因物質が、安息香酸か、より下流の分解産
物であるかを解明するため、 R. jostii RHA1ΔbenA 、 R. jostii RHA1ΔbenD 、 R. jostii RHA1ΔcatA 、
R. jostii RHA1ΔcatB を作製し、解析した。その結果、抑制の原因物質は R. jostii RHA1ΔbenD で蓄積され
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R. jostii RHA1 の PCB 分解に関わる遺伝子群はゲノム上に分かれてオペロンとして存在しており (Fig. 
4-1)、bphAa、etbD1 (bphD ホモログ)、etbAd (bphAd ホモログ)、etbAa1 (bphAa ホモログ)、etbAa2 (bphAa
ホモログ)それぞれの遺伝子上流に共通のプロモーター領域が存在する 1)。これらの遺伝子群の転写は、
ビフェニル存在下で、センサーである BphS1、およびレスポンスレギュレーターである BphT1/ BphT2 タ
ンパク質からなる二成分制御系によって同時に活性化されることが明らかにされている 2, 3)。基質である
ビフェニルを BphS1 が感知することで BphS1 が自己リン酸化し、リン酸化した BphS1 が BphT1/T2 をリ
ン酸化し、リン酸化された BphT1/T2 がビフェニル分解遺伝子群のプロモーター領域に結合することによ
って転写が開始されると考えられる (Fig. 4-1)。 
そこで本章では、R. jostii RHA1 の PCB 分解能力を発揮させるにあたって、前章において明らかにした









Fig. 4-1 R. jostii RHA1 におけるビフェニル分解遺伝子群の、ビフェニルによる転写活性化とカテコールによ
る転写活性化抑制のモデル図。カテコールによる転写活性化抑制は、bphAa プロモーターのみならず、BphST





 (1) 使用菌株とプラスミド 
 本章で用いた菌株を Table 4-1 に、プラスミドを Table 4-2 に示す。R. jostii RHA1 および R. jostii 
RHA1ΔcatA の培養は 1/5LB 培地 (2 g Bacto trypton, 1 g Yeast extract, 5 g NaCl, in 1,000 ml of dist. water)、ま
たはビフェニルを単一炭素源とした M9 培地 (6 g Na2HPO4, 3 g KH2PO4, 1 g NH4Cl, 0.5 g NaCl, 1 ml 1 M 




 Rhodococcus 属細菌の形質転換は既報 5)に従いエレクトロポレーション法によっておこなった。 
 
(3) プロモーター活性測定 
 R. jostii RHA1 のビフェニル分解遺伝子群の転写を観察するため、etbD1、etbAd、etbAa1、etbAa2 の各
プロモーター領域をレポーター遺伝子であるルシフェラーゼ遺伝子 (luxAB)の上流に挿入したプラスミ
ド pKLAED1、pKLAEA4、pKLAED2、pKLABD1（Table 3-2 に記載）をそれぞれ用いた。 
各レポータープラスミドを導入した R. jostii RHA1、もしくは R. jostii RHA1ΔcatA を、カナマイシンを
終濃度 50 μg/ml で添加した 1/5LB 培地が 100 ml 入ったバッフル付き三角フラスコで 48 時間培養した。
遠心分離 (4,000 rpm, 10 min)して菌体を回収し、上清を捨てた後、1/5LB 培地 5 ml で菌体を洗浄し、カ
ナマイシン (終濃度 50 μg/ml) を添加した 1/5LB 培地 5 ml に OD600が 1.0 となるように調整した。必要に
応じてビフェニル、安息香酸ナトリウムを終濃度 10 mM となるように加えた。30 ℃で培養し、3 時間
おきに発光値と菌液の濁度 (OD600)を測定した。発光値は菌液 100 μlに 1-decanal を 1 %含む Lux Buffer (10 
mM リン酸 Buffer (pH 7.0)  50 ml, 100% EtOH 49 ml)を 25 μl 加え、5 秒間の発光を測定した。発光は
BERTHOLD TECHNOLGIES 社製 MicroLumimat Plus で測定した。測定は各サンプルにつき 3 回行い、そ
の平均値を発光値とした。発光値 / OD600の数値を単位菌数あたりのプロモーター転写活性とした。各サ 
 
Table 4-1 使用菌株 
Strain Relevant characteristics Reference 










, growth on biphenyl; BEN
+
, growth on benzoate; BEN
-
, no growth on benzoate 
 
Table 4-2 使用プラスミド 
Plasmid Relevant characteristics  Reference 
pKLAEA4 Promoter plasmid carrying etbAd promoter region, Km
r
 1) 
pKLAED2 Promoter plasmid carrying etbAa2 promoter region, Km
r
 6) 
pKLABD1 Promoter plasmid carrying etbAa1 promoter region, Km
r
 6) 





, kanamycin resistance  
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(1) R. jostii RHA1における BphS/BphT支配下のプロモーター活性の観察 
BphS/BphT 支配下の 4 つのプロモーター領域 etbD1、etbAd、etbAa1、etbAa2 にそれぞれ対応したレポ
ータープラスミド pKLAED1、pKLAEA4、pKLAED2、pKLABD1 (Table 3-2)を、それぞれ R. jostii RHA1
に導入した。これらの菌株を 1/5LB 培地、および、それにビフェニル、またはビフェニルと安息香酸を
加えた培地で培養し、3 時間ごとにルシフェラーゼ活性を測定した。 
0 時間を基準として 9 時間時点のプロモーター活性は、etbD1 プロモーターにおいてビフェニルを加え
た場合は約 17 倍に上昇し、さらに安息香酸を加えた場合は約 10 倍にとどまった (Fig. 4-2.A)。etbAd プロ
モーターにおいては、ビフェニルを加えた場合は約 8 倍、さらに安息香酸を加えた場合は約 5 倍 (Fig.  
 
Fig. 4-2 RHA1 における BphST 支配下の 4 つのプロモーター転写活性に対する、ビフェニル (BP)、安息香酸 
(BA)の影響。それぞれのプロモーター領域を挿入したレポータープラスミドを R. jostii RHA1 に導入し、1/5LB 
培地にビフェニル (終濃度 10 mM)及び、ビフェニル+安息香酸 (終濃度 10 mM)を加えた培地で培養、3 時間
おきに発光値と OD600 を測定した。発光値を OD600 で割った数値を単位菌数あたりの各プロモーターの転写活
性とした。グラフの縦軸は 0 時間目の活性を 1 とした時の比、グラフの縦線は標準偏差を示した。グラフの縦
軸は 0 時間目の活性を 1 とした時の比、グラフの縦線は標準偏差を示した。A：pKLAED1 (etbD1 プロモータ




4-2.B)、etbAa1 プロモーターにおいては、ビフェニルを加えた場合は約 17 倍、さらに安息香酸を加えた
場合は約 11 倍 (Fig. 4-2.C)、etbAa2 プロモーターにおいては、ビフェニルを加えた場合は約 12 倍、さら
安息香酸を加えた場合は約 7 倍程度の転写活性の上昇が観察された (Fig. 4-2.D)。1/5LB のみの場合は、
etbAd プロモーター以外の転写活性は 2 倍前後まで上昇し、etbAd プロモーターのみ 5 倍程度まで上昇し
た (Fig. 4-2.B)。 
 
(2) R. jostii RHA1ΔcatAにおける BphS/BphT支配下のプロモーター転写活性の観察 
BphS/BphT 支配下の 4 つのプロモーター転写活性に対するカテコールの影響を観察するため、カテコ
ールが蓄積すると考えられる R. jostii RHA1ΔcatA に、レポータープラスミド pKLAED1、pKLAEA4、
pKLAED2、pKLABD1 をそれぞれ導入して実験を行った。これらの形質転換株を 1/5LB 培地にビフェニ
ル加えた培地で培養して、3 時間ごとにルシフェラーゼ活性を測定し、前項の実験で得られた RHA1 株に
おける同条件のルシフェラーゼ活性と比較を行った。結果を Fig. 4-3 に示す。 
 
Fig. 4-3 R. jostii RHA1ΔcatA における BphST 支配下の 4 つのプロモーター転写活性。それぞれのプロモーター
領域を挿入したレポータープラスミドを RHA1 に導入し、1/5LB 培地にビフェニル (終濃度 10 mM)を加えた
培地で培養、3 時間おきに発光値と OD600 を測定した。発光値を OD600 で割った数値を単位菌数あたりの各プ
ロモーターの転写活性とした。グラフの縦軸は 0 時間目の活性を 1 とした時の比、グラフの縦線は標準偏差を
示した。グラフの縦軸は 0 時間目の活性を 1 とした時の比、グラフの縦線は標準偏差を示した。A：pKLAED1 
(etbD1 プロモーター) B：pKLAEA4 (etbAd プロモーター) C：pKLABD1 (etbAa1 プロモーター) D：pKLAED2 




R. jostii RHA1 と R. jostii RHA1ΔcatA の結果を比較すると、0 時間を基準として 9 時間時点の etbD1 プロ
モーター転写活性は、R. jostii RHA1 において約 17 倍であったものが、R. jostii RHA1ΔcatA においては約
2 倍にとどまった (Fig. 4-3.A)。同様に、etbAd、etbAa1、etbAa2 の各プロモーターでは RHA1 株と ΔcatA
株の 9 時間での転写活性化がそれぞれ 8 倍と 2 倍 (Fig. 4-3.B)、17 倍と 6 倍 (Fig. 4-3.C)、12 倍と 5 倍 (Fig. 







そこで、BphS/BphT 支配下にあり PCB 分解に関わる 4 つの遺伝子のプロモーター領域を組み込んだレ
ポータープラスミドを用い、R. jostii RHA1 に導入してビフェニル、および、ビフェニルと安息香酸を加
えた場合のプロモーター転写活性を観察した。また、同様のレポータープラスミドを R. jostii RHA1ΔcatA
にも導入し、ビフェニルを添加して培養した場合のプロモーター転写活性を R. jostii RHA1 と比較した。 
その結果、R. jostii RHA1 において BphS/BphT 支配下のビフェニル分解に関わる 4 つの遺伝子のプロモ
ーターは bphAa プロモーターと同様に、ビフェニル存在下でプロモーター活性が上昇するが、さらに安
息香酸を加えることで活性化に負の影響があることが示された。また、ビフェニル存在下で R. jostii RHA1
と R. jostii RHA1ΔcatA を比較した場合、4 つのプロモーター領域それぞれにおいて、R. jostii RHA1 より
も R. jostii RHA1ΔcatA においてプロモーター転写活性に対する負の影響が観察された。 
この中で、1/5LB 培地のみの場合における R. jostii RHA1 の etbAd プロモーターの転写活性は 9 時間で 5




ものと考えられる。ビフェニルに安息香酸を加えた場合の etbAd プロモーターの転写活性は、1/5LB と同
程度の倍率となっており、今回の実験で用いた他の 3 つのプロモーターよりも安息香酸に対する感受性
が高いことを示唆している。 
また、R. jostii RHA1 と R. jostii RHA1ΔcatA の結果の比較より、ビフェニルによる転写活性化がカテコ
ールの蓄積によって抑制されるという現象は、BphS/BphT 支配下のビフェニル分解遺伝子のプロモータ
ー全般に対して起こることが強く示唆された。R. jostii RHA1 の実験において 1/5LB 培地のみの条件で特
異な結果を示した etbAdプロモーターは、R. jostii RHA1ΔcatA では他の株同様の転写活性化抑制を示した。
R. jostii RHA1ΔcatA において 1/5LB にビフェニルを加えた条件で生育した場合の etbAd プロモーターの転
写活性は、R. jostii RHA1 において 1/5LB のみで生育した場合の転写活性よりも低いことから、菌体内に
蓄積したカテコールが etbAd プロモーターの転写活性化に対して強い負の影響をもたらすことが示唆さ
れた。 













そこで、BphS/BphT 支配下にありビフェニル分解に関わる 4 つの遺伝子のプロモーター領域を組み込
んだレポータープラスミドを用い、R. jostii RHA1 に導入してビフェニル、および、ビフェニルと安息香
酸を加えた場合の影響を観察した。また、同様のレポータープラスミドを R. jostii RHA1ΔcatA にも導入
し、R. jostii RHA1 と比較した。 





Fig. 4-4 カテコールによる転写活性化抑制のメカニズム予想図。仮説 1：カテコールは BphS1 による
BphT1/T2 のリン酸化を阻害する。仮説 2：カテコールは BphT1/T2 によるプロモーター領域の転写活性化を
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そこで本章では、この問題を解決するための、カテコール分解遺伝子 catA1 を R. jostii RHA1 に導入し
高発現させるアプローチについて述べる。R. jostii RHA1 が本来持つカテコール分解遺伝子に加え、遺伝
子操作によりカテコール分解遺伝子の発現量をさらに増やすことにより、菌体中のカテコールをスムー
ズに分解できれば、bphAa 転写活性化抑制の影響を低減できると考える。この手法によってビフェニル分
解能の強化、ひいては PCB 分解能の強化に貢献することが本章の研究の目的である。 
 
5-2 材料および方法 
 (1) 使用菌株とプラスミド 
 本研究で用いた菌株を Table 5-1 に、プラスミドを Table 5-2 に示す。野生株である R. jostii RHA1 は PCB
分解菌であり、ビフェニルを単一炭素源として生育することができる。RHA1 の培養はビフェニルを単一  
 
Table 5-1 使用菌株 
Strain Relevant characteristics Reference 
Rhodococcus jostii RHA1 PCB 分解菌、野生株、BPH+  BEN+ 1) 







R. jostii RHA1ΔcatA RHA1 の catA 破壊株、BEN- 3) 
BPH+  BEN+：ビフェニルと安息香酸をそれぞれ単一炭素源として生育可。BEN-：安息香酸を単一炭素源として生育不可 
 
Table 5-2 使用プラスミド 
Plasmid Relevant characteristics Reference 
pKLAF1 pKLA1 with 1.4-kb XhoI-BamHI fragment of R. jostii  RHA1 carrying 
promoter region of bphAa 
4) 




pFAJ2574 Rhodococcus-E.coli shuttle vector、クロラムフェニコール耐性 6) 
pMDcatA pMD19 に catA が挿入されたプラスミド this study 
pYNcatA pYN17 に catA が挿入されたプラスミド this study 
pFcatA pFAJ2574 に PKm
r
-catA が挿入されたプラスミド  this study 
炭素源とした M9 培地 (6 g Na2HPO4, 3 g KH2PO4, 1 g NH4Cl, 0.5 g NaCl, 1 ml 1 M MgSO4･7H2O solution, 1 
35 
 
ml 0.1 M CaCl2 solution, in 1,000 ml of dist. Water)を用いて、30 ℃でおこなった。ビフェニルは寒天培地の
ときは蓋上に置いて、液体培地のときは粉を直接加えて用いた。 
R. jostii RHA1ΔcatA の培養は、1/5LB 寒天培地 ( 2 g Bacto trypton, 1 g Yeast extract, 5 g NaCl, in 1,000 ml of 
dist. Water)を用いて、30 ℃で行った。E.coli JM109 の培養には LB 培地 ( 10 g Bacto trypton, 5 g Yeast extract, 
5 g NaCl, in 1,000 ml of dist. Water) を用い、37 ℃でおこなった。 
 
(2) Rhodococcus属細菌の形質転換 
 Rhodococcus 属細菌の形質転換にはエレクトロポレーション法を用いた 7)。 
 
(3) catA1高発現プラスミド pFcatAの構築 
 R. jostii RHA1 においてカテコール分解遺伝子 catA1 を高発現させるため、catA1 を構成的に発現するプ
ラスミド pFcatA を構築した。R. jostii RHA1 の全 DNA を template とし、catA1 領域を PCR で増幅した。
プライマーとしては、 catA1_F (5’- GAATTCGCATAGCGTACACATGCAAG -3’) と catA1_R (5’- 
AAGCTTTTTCTCTACGGGTGGAACG -3’)を用いた。酵素に Prime Star (タカラバイオ社)を用いて、94℃ 
1 min を 1 サイクル、98 ℃ 10 sec、55 ℃ 5 sec、72 ℃ 2 min を 30 サイクル、72 ℃ 2 min を 1 サイク
ルの条件で PCR を行い、得られた DNA 断片を pMD19 (タカラバイオ社)を用いてクローニングした。得
られたプラスミドを pMDcatA と命名した。pMDcatA から catA1 を含む断片を EcoRI と HindIII で切断し
て切り出した。この catA1 を含む断片を、pYN17 を EcoRI と HindIII で切断したものに、構成的に発現す
るカナマイシン耐性遺伝子のプロモーター (PKmr)の下流に組み込んだ。得られたプラスミドを pYNcatA
と命名した。pYNcatA を SpeI で切断し、PKmr-catA1 断片を得た。これを Rhodococcus-E. coli シャトルベク
ターpFAJ2574 の XbaI 部位にクローニングし、得られたプラスミドを pFcatA とした (Fig. 5-1)。 
 
 
Fig. 5-1 catA1 高発現プラスミド pFcatA。構成的に発現する pYN17 のカナマイシン耐性遺伝子のプロモータ
ー (PKm
r
)を catA1 の上流に組み込み、この遺伝子断片を Rhodococcus-E.coli シャトルベクターである pFAJ2574
に挿入している。cmrA はクロラムフェニコール耐性遺伝子。bla はアンピシリン耐性遺伝子。 
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 (4) プロモーター活性測定 
 R. jostii RHA1 の PCB 分解活性の指標として、PCB 分解の初発反応を触媒する酵素遺伝子である bphAa
遺伝子のプロモーター活性を測定した。このために、ルシフェラーゼ遺伝子の上流に bphAa 遺伝子のプ
ロモーター領域が組み込まれているレポータープラスミド pKLAF1 を用いた。 
pKLAF1 に加え、pFcatA もしくは pFAJ2574 を導入した RHA1 を、カナマイシンを終濃度 50 μg/ml、ク
ロラムフェニコールを終濃度 30 μg/ml で添加した 1/5LB が 10 ml 入った試験管で一晩培養した。遠心
(4,000 rpm, 5 min) して菌体を回収し、上清を捨てた後、1/5LB 10 ml で菌体を洗浄し、カナマイシン (終
濃度 50 μg/ml)とクロラムフェニコール (終濃度 30μg/ml)を添加した 1/5LB 10mlに濁度 (OD600)が 1.0とな
るように調整した。必要に応じてビフェニル、安息香酸ナトリウムを終濃度 10 mM となるように加えた。
30 ℃で培養し、3 時間おきに発光値と菌液の濁度 (OD600)を測定した。発光値は菌液 100 μl に 1-decanal
を 2%含む Lux Buffer (10 mM リン酸 Buffer (pH 7.0) 50 ml, 100% EtOH 49 ml)を 25 μl 加え、5 秒間の発光を
測定した。発光の測定装置として BERTHOLD TECHNOLGIES 社製 MicroLumimat Plus を用いた。測定は
各サンプルにつき 3 回行い、その平均値を活性値とした。発光値 / OD600の数値を単位菌数あたりのルシ




 菌液中の安息香酸、およびカテコールの濃度を測定するためにHPLC (Prominence HPLCシステム 島津)
を用いた。カラムは Luna 5 μm C18(2) 100 Å 4.6 mm × 150 mm (phenomenex 社)を用い、カラム温度は
30 ℃、移動相は A 液に 0.1％リン酸、B 液に 0.1％リン酸-アセトニトリルを総流量 1 ml/min で A：B＝80：
20 とした。検出波長は安息香酸には 254 nm、カテコールには 230 nm を用い、サンプルは 10 μl を注入し
た。 
サンプルは、M9 培地に炭素源としてビフェニル (終濃度 10 mM)とピルビン酸 (終濃度 10 mM)、もし




(1) pFcatAによって導入された catA1遺伝子の機能確認 
R. jostii RHA1ΔcatA に pFcatA とベクターコントロールである pFAJ2574 をそれぞれ導入し、単一炭素源
として安息香酸ナトリウム (終濃度 10 mM)を加えた M9 寒天培地で培養し生育を比較した。その結果、
pFcatA を導入した菌株のみ生育が観察された (Fig. 5-2)。 
 
(2) catA1高発現による bphAaプロモーター活性への影響 
catA1 遺伝子の高発現が R. jostii RHA1 の bphAa プロモーター転写活性化にどのような影響を与えるか
を観察した。bphAa プロモーター転写活性の測定のため、レポータープラスミド pKLAF1 を用いた。菌
株としては、R. jostii RHA1 (pKLAF1, pFcatA)と、R. jostii RHA1 (pKLAF1, pFAJ2574)を用いた。これらの
菌株を 1/5LB 培地、および、それにビフェニル、またはビフェニルと安息香酸を加えた培地で培養し、3









Fig. 5-3 R. jostii RHA1ΔcatA (pKLAF1, pFcatA)と R. jostii RHA1ΔcatA (pKLAF1, pFAJ2574)における bphAa プロ
モーター活性に対するビフェニル (BP)、安息香酸 (BA)の影響。pKLAF1 を導入した R. jostii RHA1ΔcatA を
1/5LB 培地にビフェニル (終濃度 10 mM)及び、ビフェニル+安息香酸 (終濃度 10 mM)を加えた培地で培養し、
3 時間おきに発光値と OD600 を測定した。発光値を OD600 で割った数値を単位菌数あたりの bphAa プロモー
ターの転写活性とした。グラフの縦軸は 0時間目の活性を 1とした時の比、グラフの縦線は標準偏差を示した。
グラフの縦軸は 0 時間目の活性を 1 とした時の比、グラフの縦線は標準偏差を示した。A：R. jostii RHA1ΔcatA 





ビフェニルを加えた場合、双方の菌株において 9 時間で約 2-4 倍の bphAa プロモーター転写活性の上
昇が観察された。R. jostii RHA1 (pKLAF1, pFAJ2574)を用いた場合 (Fig. 5-3 A)において、9 時間における
ビフェニル添加時の相対活性 (クローン 1：2.89、クローン 2：6.41、クローン 3：2.99)の平均値 (4.1)は
ビフェニルと安息香酸を添加時の相対活性 (クローン 1：1.24、クローン 2：2.44、クローン 3：1.83)の平
均値 (2.2)より大きく、この差は優位であった ( t (2) = 6.36、p < 0.05 )。また、ビフェニル添加時の相対活
性の平均値 (4.1)は 1/5LB 培地のみの相対活性 (クローン 1：1.46、クローン 2：2.95、クローン 3：1.29)
の平均値 (1.9)より大きく、この差は優位であった ( t (2) = 16.5、p < 0.01 )。なお、ビフェニルと安息香酸
添加時と 1/5LB 培地のみの相対活性の平均値には優位性はなかった ( t (2) = 0.77、p > 0.05 )。すなわち、
ビフェニルと安息香酸を加えた場合、R. jostii RHA1 (pKLAF1, pFJ2574)においては bphAa プロモーター転
写活性化がビフェニルを加えていない 1/5LB 培地と同程度まで抑制されたといえる (Fig. 5-3 A)。一方、





ールの量を HPLC で測定し、bphAa プロモーター転写活性と比較した。菌株としては、R. jostii RHA1 




測定した。また、15 時間後の安息香酸、およびカテコールの菌液中の濃度を測定した。その結果を Table 
5-3 に示す。 
 R. jostii RHA1 (pKLAF1, pFAJ2574)では、ビフェニルとピルビン酸を加えた場合に比べて、ビフェニル
と安息香酸での活性が約 0.27 倍に抑制された。一方、R. jostii RHA1 (pKLAF1, pFcatA)では、ビフェニル
とピルビン酸を加えた場合に比べて、ビフェニルと安息香酸を加えた場合の活性化抑制は 0.33 倍にまで





Table 5-3 培養 15 時間後における bphAa プロモーター転写活性、および培地中の安息香酸とカテコールの濃度 ( N = 3 ) 
relative specific activity (folds)
*1 benzoate (mM) *1, *2 catechol (mM) *1, *2 
RHA1 (pKLAF1, pFAJ2574) +biphenyl+pyruvate 14.2 [1.0] N.D. N.D. 
RHA1 (pKLAF1, pFAJ2574) +biphenyl+benzoate 3.8 [0.2] 2.9 [0.2] 0.6 [0.2] 
RHA1 (pKLAF1, pFcatA) +biphenyl+pyruvate 13.3 [4.0] N.D. N.D. 
RHA1 (pKLAF1, pFcatA) +biphenyl+benzoate 4.5 [1.3] 1.0 [0.7] N.D. 
*1






原因物質であるカテコールの分解遺伝子 catA1 の高発現による効果を確認した。 
まず、catA1 高発現プラスミド pFcatA を構築し、pFcatA が R. jostii RHA1 の菌体内で機能するか確認を
行った。安息香酸を単一炭素源とする M9 寒天培地を用いて培養したところ R. jostii RHA1 ΔcatA (pFcatA)
は生育を確認できたが、ベクターコントロールである R. jostii RHA1ΔcatA (pFAJ2574)は生育しなかった 
(Fig. 5-2)。以上より、R. jostii RHA1ΔcatA で遮断されていたカテコールの代謝経路が pFcatA の導入で相
補された、すなわち、pFcatA 上の catA1 が機能することが確認された。 
この pFcatA を導入した R. jostii RHA1 において、カテコールによるプロモーター転写活性化抑制の緩
和が観察された (Fig. 5-3)。また、pFcatA を導入した R. jostii RHA1 はそうでない株に比べて、安息香酸
とカテコールを優位に分解していることが HPLC による測定で確認された。この結果から、catA1 高発現
株における bphAa 転写活性化抑制の緩和は、菌体内のカテコールが野生株よりもスムーズに代謝される
ことによるものと考えられる。 
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よび、ビフェニルと共代謝される PCB の分解能力を示す指標となる。 
 また、catA1 高発現以外によるカテコールの影響を軽減するアプローチとして、ビフェニル分解遺伝子





 以上より本章では、R. jostii RHA1 におけるビフェニルの資化能力の向上を目的として、カテコール分





 本章の実験では菌株は R. jostii RHA1 を、プラスミドは Table 6-1 に示したものを用いた。使用したプ
ラスミドのうち、pFJS1 と pFTCM は詳細を Fig. 6-1 に示す。野生株である株は PCB 分解菌であり、ビ
フェニルを単一炭素源として生育することができる 4)。R. jostii RHA1 の培養は 1/5LB 培地 (2 g Bacto 
trypton, 1 g Yeast extract, 5 g NaCl, in 1,000 ml of dist. water)、またはビフェニルを単一炭素源とした M9 培
地 (6 g Na2HPO4, 3 g KH2PO4, 1 g NH4Cl, 0.5 g NaCl, 1 ml 1 M MgSO4･7H2O solution, 1 ml 0.1 M 
CaCl2 solution, in 1,000 ml of dist. water) を用いて、30 ℃でおこなった。ビフェニルは寒天培地のときは蓋 
 
Table 6-1 使用プラスミド 
Plasmid Relevant characteristics  Reference 
pFAJ2574 Rhodococcus - E. coli shuttle vector, Cm
r
 1) 
pFcatA pFAJ2574 carrying Pkm
r
-catA1 this study 
pFJS1 pFAJ2574 carrying bphS1 2) 
pFTCm pFAJ2574 carrying bphT1 3) 
Km
r
, kanamycin resistance; Cm
r




Fig. 6-1 A：bphS1 高発現プラスミド pFJS1 B：bphT1 高発現プラスミド pFTCm ともに Rhodococcus - E. 








 Rhodococcus 属細菌の形質転換は既報 5)に従いエレクトロポレーション法によって行った。 
 
(3) 液体培養時の生育測定 
pFcatA、pFJS1、pFTCm もしくは pFAJ2574 を導入した R. jostii RHA1 を、クロラムフェニコールを終濃
度 30 μg/ml で添加した 1/5LB 培地 10 ml を入れた試験管で一晩培養した。遠心分離 (4,000 rpm, 10 min)し
て菌体を回収し、測定の際に用いる培地で菌体を洗浄し、菌液を OD600が 1.0 となるよう調整した後、L
字試験管中の培地 5 ml に 2 %植菌して測定した。培地は 1/5LB か、M9 にビフェニルを添加したものを用
いた。いずれの培地にも、クロラムフェニコールを終濃度 30 μg/ml で添加した。ビフェニルを用いる場
合は、粉末を L 字試験管に入れて 70℃で融解させて壁面に固着させた。菌液濁度 (OD660)は、ADVANTEC
社製バイオフォトレコーダーTVS062CA を用いて測定した。測定間隔は 15 分、振とう速度は 60 rpm とし




 R. jostii RHA1 に catA1 高発現プラスミドである pFcatA と、ベクターコントロールである pFAJ2574 を
それぞれ導入した形質転換株を用いた。これらの菌株を、単一の炭素源としてビフェニルを加えた M9
培地、もしくは栄養培地である 1/5LB 培地で培養した。それぞれの菌液の濁度 OD660を 15 分ごとに測定




Fig. 6-2 R. jostii RHA1 (pFAJ2574) と R. jostii RHA1 (pFcatA) の生育比較。標準偏差を縦方向の線で表した。




1/5LB を用いて両菌株を培養した場合、最終到達濁度は R. jostii RHA1 (pFAJ2574)で 1.5、R. jostii RHA1 
(pFcatA)で約 2 となった (Fig. 6-2A)。増殖の立ち上がりと最終到達濁度までにかかる時間は、両菌株でほ
ぼ同じだった。R. jostii RHA1 (pFAJ2574)は最終到達濁度に達した後、徐々に濁度が低下したが、
R. jostii RHA1 (pFcatA)の濁度は測定終了時点まで徐々に上昇し続けた (Fig. 6-2A)。 
ビフェニルを単一炭素源とした M9 培地で培養した場合、R. jostii RHA1 (pFAJ2574)の増殖の立ち上が
りは約 50時間で、最終到達濁度に約80時間で達し、OD660は約 0.4だった (Fig. 6-2B)。対してR. jostii RHA1 
(pFcatA)の増殖の立ち上がりは約 20 時間で、約 30 時間で対数増殖期から定常期に達し、その時点での
OD660は 0.9 前後であった (Fig. 6-2B)。RHA1 (pFAJ2574)は最終到達濁度に達した後、徐々に濁度が低下




R. jostii RHA1 に bphS1 高発現プラスミド pFJS1、bphT1 高発現プラスミド pFTCm、およびこれらのベ
クタープラスミドである pFAJ2574 をそれぞれ導入した形質転換株を用いた。これらの菌株を 1/5LB 培地
と、無機塩培地である M9 培地に単一の炭素源としてビフェニルを加えたもので培養した。それぞれの菌
液の濁度 OD660を 15 分ごとに濁度を測定し、生育を比較した。その結果を、Fig. 6-3 に示す。 
1/5LB を用いて両菌株を培養した場合、増殖の立ち上がりは全菌株でほぼ同じであった。最終到達濁度
は R. jostii RHA1 (pFAJ2574)における約 1.5 に対して、R. jostii RHA1 (pFJS1)と R. jostii RHA1 (pFTCm)では
約 2 となった (Fig. 6-3A)。 
ビフェニルを単一炭素源とした M9 培地で培養した場合、R. jostii RHA1 (pFAJ2574)が約 80 時間で最終
到達濁度 OD660 0.4 に到達し、その後の濁度は緩やかに減少したのに対して、両高発現株は約 50 時間の時




Fig. 6-3 R. jostii RHA1 (pFAJ2574) と R. jostii RHA1 (pFJS1)、R. jostii RHA1 (pFTCm) の生育比較。標準偏




定終了まで濁度は上昇し続けた (Fig. 6-3B)。増殖の立ち上がりは R. jostii RHA1 (pFAJ2574)の約 50 時間に
対して、R. jostii RHA1 (pFJS1)と R. jostii RHA1 (pFTCm)は約 30 時間だった。R. jostii RHA1 (pFJS1)と




本章の研究では、R. jostii RHA1 におけるビフェニル分解遺伝子群の転写活性化のカテコールによる抑
制を低減することが、ビフェニル分解遺伝子群の転写抑制解除のみならず、ビフェニルの資化能力の向
上にも寄与するかどうかの検証を行った。そのために、カテコール分解遺伝子 catA1、ビフェニル分解遺
伝子の正の制御因子である bphS1 と bphT1 の高発現に着目した。 
 結果として、いずれの遺伝子の高発現株も、ベクターコントロールと比較してビフェニルを単一炭素
源とする条件での生育の上昇が示された。この生育の上昇は、1/5LB で培養した条件と比較しても、顕
著であった。以上の結果より、R. jostii RHA1 において catA1、bphS1 または bphT1 を高発現させることで、
ビフェニルを単一炭素源としたときの生育が大きく向上することが示された。 





たことと、毒性を持つカテコールが RHA1 株の菌体内で速やかに分解されたことの二つが考えられる。 
bphS1 または bphT1 の高発現の結果は、catA1 高発現株の生育曲線と同様の傾向を示していた。さらに、
bphS1 または bphT1 の高発現を比較した場合、生育能向上には bphS1 の高発現がより有効であることが示
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を抑える、転写された mRNA の翻訳を抑える、などが考えられる (Fig. 6-4)。本章に示した実験結果では、
ビフェニルの資化能力向上は bphT1 高発現よりも bphS1 高発現がより有効であることが示唆された。こ
のことから、ビフェニルの代謝によって生じるカテコールの影響を bphS1 の高発現によって緩和してい
る、すなわち、カテコールに起因する bphAa の転写活性化抑制因子は BphS の働きを阻害している、と考
えることができる。これらの仮説モデルは、Fig. 6-4 の仮説 1 に示す。ただし、これらの仮説は BphS と
BphT が 1 対 1 で作用しているという前提でのみ成り立つ。実際には、単位個数の BphS に対して同数の
BphT が作用するかどうか、BphS と BphT の半減期はほぼ同値とみなせるか、1 つのビフェニル分子に対







Fig. 6-4 カテコールによる転写活性化抑制のメカニズム予想図。仮説 1：カテコールは BphS1 による
BphT1/T2 のリン酸化を阻害する。仮説 2：カテコールは BphT1/T2 によるプロモーター領域の転写活性化を







はこれらのベクタープラスミドである pFAJ2574 をそれぞれ導入した R. jostii RHA1 を、栄養培地である
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 本章では、R. jostii RHA1 において安息香酸の分解経路を担う benABCDK オペロンとカテコールの分解
経路を担う catA1BC オペロン、それぞれの転写誘導基質を解明した結果について述べる。 









 そこで、R. jostii RHA1 とその benA、benD、catA1、catB それぞれの破壊株に、benABCD オペロンのプ
ロモーター領域である benA プロモーターと catA1BC オペロンのプロモーター領域である catA1 プロモー
ターをそれぞれ導入したレポータープラスミドを導入し、各遺伝子群の転写活性の観察と、必要に応じ




 本章で用いた菌株を Table 7-1 に、プラスミドを Table 7-2 に示す。 
野生株である R. jostii RHA1 および各遺伝子破壊株の培養は、1/5LB 培地 (2 g Bacto trypton, 1 g Yeast 
extract, 5 g NaCl, in 1,000 ml of dist. water)を用いて、必要に応じて安息香酸を添加し、30 ℃でおこなった。 
 
(2) Rhodococcus属細菌の形質転換 
 Rhodococcus 属細菌の形質転換は既報 4)に従いエレクトロポレーション法によっておこなった。 
 
(3) レポータープラスミド pPKLAPcatAの構築 
catA1 の転写活性を調べる為、catA1 のプロモーター領域をレポーター遺伝子 luxAB の上流に組み込ん
だプラスミド pKLAPcatA (Fig.7-1)を作製した。 
R. jostii RHA1 の全 DNA を template とし、catA1 プロモーター領域を PCR で増幅した。プライマーとし
ては、PcatA_F_2 (5’- ATGCCTGCAGGTCGAAGCCGCGCTCGATGCTCTGGATG -3’)と PcatA_R_2 (5’- 
GCTCGATAAAGTCGAGCCGAGCGCATCCTTGGCGATG -3’)を用いた。酵素に Prime Star (タカラバイオ
社)を用いて、94℃ 1 min を 1 サイクル、98 ℃ 10 sec、55 ℃ 5 sec、72 ℃ 2 min を 30 サイクル、72 ℃ 
2 min を 1 サイクルの条件で PCR を行った。得られた DNA 断片と SalI で切断した pKLA1 を、In-Fusion 






Table 7-1 使用菌株  
Strain Relevant characteristics Reference 
Rhodococcus jostii RHA1 PCB 分解菌、野生株、BPH+  BEN+ 1) 
E. coli JM109 
 





 lacZΔM15]  
2) 
 
R. jostii RHA1ΔbenA benA 破壊株、BEN- this study 
R. jostii RHA1ΔbenD benD 破壊株、BEN- this study 
R. jostii RHA1ΔcatB catB 破壊株、BEN- this study 
R. jostii RHA1ΔcatA catA 破壊株、BEN- this study 
BPH+ BEN+：ビフェニルと安息香酸をそれぞれ単一炭素源として生育可。 BEN-：安息香酸を単一炭素源として生育不可。 
 
Table 7-2 使用プラスミド  
Plasmid Relevant characteristics Reference 
pKLA1 pK4 with a 2.4-kb luciferase gene, luxAB from Vibrio harveyi, カナマイシン耐性 3) 
pKLAPBENF 
 
benA 転写活性を観察するレポータープラスミド pKLA1 with 536 bp SalI 





catA 転写活性を観察するレポータープラスミド pKLA1 with 382 bp fragment 




Fig. 7-1 A：R. jostii RHA1 におけるカテコールの分解遺伝子 benABCDK と benR の遺伝子地図 B：R. jostii RHA1
におけるカテコールの分解遺伝子 catA1BC と catR の遺伝子地図 C：benA プロモーター転写活性レポーター




pKLAPcatAもしくは pKLAPBENFを導入した菌株を、カナマイシンを終濃度 50 μg/mlで添加した 1/5LB
が 10 ml 入った試験管で一晩培養した。遠心 (4,000 rpm, 10 min)して菌体を回収し、上清を捨てた後、
1/5LB10 ml で菌体を洗浄した。再度、遠心 (4,000 rpm, 10 min)し上清を捨てた後、カナマイシンを終濃度
50 μg/ml で添加した 1/5LB 1 ml で再懸濁した。この菌液を、カナマイシンを終濃度 50 μg/ml で添加した
1/5LB 10 ml に OD600が 1.0 となるように加えた。必要に応じて、菌液に安息香酸を加えた。30℃で培養
し、3 時間おきに発光値と菌液の濁度 (OD600)を測定した。発光値は菌液 100 μl に 1-decanal を 2 %含む
Lux Buffer (10 mM リン酸 Buffer (pH 7.0) 50 ml, 100 % EtOH 49 ml)を 25 μl 加え、5 秒間の発光を測定した。
発光の測定装置として BERTHOLD TECHNOLGIES 社製 MicroLumimat Plus LB96V-H を用いた。 




 菌液中の安息香酸、カテコール、cis, cis-muconate の濃度を測定するために、HPLC (Prominence HPLC
システム 島津)を用いた。カラムは Luna 5 μm C18(2) 100 Å 4.6 mm × 150 mm (Phenomenex 社)を用い、
カラム温度は 30 ℃、移動相は A 液に 0.1％リン酸、B 液に 0.1％リン酸-アセトニトリルを総流量 1 ml/min
で A：B＝80：20 とした。検出波長は安息香酸には 254 nm、カテコールには 230 nm を用い、サンプルは






 R. jostii RHA1 中での benA プロモーターの転写活性を調べるため、R. jostii RHA1、R. jostii RHA1ΔbenA、
R. jostii RHA1ΔbenD、R. jostii RHA1ΔcatA1、R. jostii RHA1ΔcatB それぞれの菌株に、レポータープラスミ
ド pKLAPBENF を導入した。これらの菌株を 1/5LB 培地と、それに安息香酸を終濃度 10 mM、5 mM、1 mM
となるように加えた培地で培養し、3 時間ごとにルシフェラーゼ活性を測定した。 
 全ての菌株において、1/5LB のみの条件では活性は上昇しなかった。R. jostii RHA1 において、9 時間時
点のプロモーター活性は安息香酸 10 mM で約 120 倍、5 mM で約 90 倍、1 mM で約 50 倍に上昇した (Fig. 
7-2)。 
 R. jostii RHA1 ΔbenA においては 9 時間時点で、安息香酸 10 mM で約 170 倍、5 mM で約 150 倍、1 mM
で約 120 倍に上昇した (Fig. 7-3.A)。R. jostii RHA1ΔbenD においては 9 時間時点で、安息香酸 10 mM で約
230 倍、5 mM で約 250 倍、1 mM で約 190 倍に上昇した (Fig. 7-3.B)。R. jostii RHA1ΔcatA1 においては 6
時間時点で、安息香酸 10 mM で約 300 倍、5 mM で約 200 倍、1mM で約 130 倍に上昇し、9 時間時点で、
安息香酸 10 mM で約 250 倍、5 mM で約 150 倍、1mM で約 100 倍となった (Fig. 7-3.C)。R. jostii RHA1ΔcatB




Fig. 7-2 R. jostii RHA1 における benA プロモーター活性に対する安息香酸 (BA)の影響。pKLAPBENF を導入
した R. jostii RHA1 を 1/5LB 培地に安息香酸を 10 mM、5 mM、1 mM 添加したものと、添加していない培地で
培養し、3 時間おきに発光値と OD600 を測定した。発光値を OD600 で割った数値を単位菌数あたりの benA プ






 R. jostii RHA1中での catA1プロモーターの転写活性を調べるため、R. jostii RHA1、R. jostii RHA1ΔbenA、
R. jostii RHA1ΔbenD、R. jostii RHA1ΔcatA1、R. jostii RHA1ΔcatB それぞれの菌株に、レポータープラスミ
ド pKLAPcatA を導入した。これらの菌株を 1/5LB 培地と、それに安息香酸を終濃度 10 mM、5 mM、1 mM、
0.5 mM、0.1 mM となるように加えた培地で培養し、3 時間ごとにルシフェラーゼ活性を測定した。 
 全ての菌株において、1/5LB のみの条件では活性は上昇しなかった。R. jostii RHA1 において、9 時間時
点のプロモーター活性は安息香酸 10 mM で約 8 倍、5 mM で約 7 倍、1 mM で約 4 倍、0.5 mM で約 3 倍
に上昇し、0.1 mM では上昇を観察できなかった (Fig. 7-4.A)。R. jostii RHA1 ΔbenA においては 6 - 9 時間
で、安息香酸 10 mM で約 5 - 6 倍、5 mM で約 3 - 4 倍に上昇し、1 mM、0.5 mM、0.1 mM では上昇を観察
できなかった (Fig. 7-5.A)。R. jostii RHA1ΔbenD においては 3 時間時点で、安息香酸 10 mM で約 4 倍、5 mM
で約 3 倍に上昇し、その後低下した。1 mM、0.5 mM、0.1 mM では上昇を観察できなかった (Fig. 7-6.A)。
R. jostii RHA1ΔcatA1 においては、安息香酸 10 mM は 9 時間時点でで約 6 倍、5 mM は 6 時間時点で約 5
倍、9 時間時点で約 3 - 4 倍、1 mM、0.5 mM、0.1 mM は 9 時間時点で約 2 倍に上昇した (Fig. 7-7.A)。R. jostii 
RHA1ΔcatB においては 9 時間時点で、安息香酸 10 mM では上昇を観察できず、5 mM で約 2 倍、1 mM
と 0.5 mM で約 6 倍に上昇し、0.1 mM は 6 時間時点で約 6 倍、9 時間時点で約 4 倍となった (Fig. 7-8.A)。 
 
 (3) catA1プロモーター活性観察時の基質濃度および代謝産物濃度の測定 
 前項で catA1 プロモーター活性に用いた菌液を各時間で回収し、HPLC を用いて菌液中の安息香酸、カ
テコール、cis, cis - muconate、それぞれの濃度を測定した。 




Fig. 7-3 各遺伝子破壊株における benA プロモーター活性に対する安息香酸 (BA)の影響。pKLAPBENF を導
入した遺伝子破壊株を 1/5LB 培地に安息香酸を 10 mM、5 mM、1 mM 添加したものと、添加していない培地
で培養し、3 時間おきに発光値と OD600 を測定した。発光値を OD600 で割った数値を単位菌数あたりの benA
プロモーターの転写活性とした。グラフの縦軸は 0 時間目の活性を 1 とした時の比、グラフの縦線は標準偏差
を示した。A：R. jostii RHA1ΔbenA (pKLAPBENF) B：R. jostii RHA1ΔbenD (pKLAPBENF) C：R. jostii 




5 mM 加えたサンプルでは約 3 mM まで (Fig. 7-4.C)減少した。安息香酸 1 mM、0.5 mM、0.1 mM におい
ては、6 – 9 時間で検出限界以下まで減少した (Fig. 7-4.D, E, F)。いずれの条件においても、カテコールと
cis, cis – muconate の顕著な蓄積は観察されなかった (Fig. 7-4)。 
 R. jostii RHA1 ΔbenA においては、いずれの条件においても安息香酸の減少と、カテコールと cis, cis – 
muconate の蓄積は観察されなかった (Fig. 7-5)。 
R. jostii RHA1 ΔbenD において 9 時間時点で、安息香酸 10 mM は約 7 mM まで (Fig. 7-6.B)、5 mM は約
2 mM まで (Fig. 7-6.C)減少した。安息香酸 1 mM、0.5 mM、0.1 mM においては、3 – 6 時間で検出限界以
下まで減少した (Fig. 7-6.D, E, F)。いずれの条件においても、カテコールと cis, cis – muconate の顕著な蓄




Fig. 7-4 R. jostii RHA1 における catA1 プロモーター活性に対する安息香酸の影響と、菌液中の基質および代謝
産物の濃度。pKLAPcatA を導入した R. jostii RHA1 を 1/5LB 培地に安息香酸を 10 mM、5 mM、1 mM、0.5 mM、
0.1 mM 添加したものと、添加していない培地で培養し、3 時間おきに発光値、OD600、安息香酸と代謝産物の
濃度を測定した。発光値を OD600 で割った数値を単位菌数あたりの catA1 プロモーターの転写活性とした。グ
ラフの縦軸は 0 時間目の活性を 1 とした時の比、グラフの縦線は標準偏差を示した。Lux Assay はプロモータ
ーの転写活性を、BA は安息香酸を、CCM は cis, cis – muconate を、CAT はカテコールを示す。A：catA1 プロ
モーターの転写活性 B：安息香酸 10 mM を添加した場合の菌液中の基質濃度 C：安息香酸 5 mM を添加し
た場合の菌液中の基質濃度 D：安息香酸 1 mM を添加した場合の菌液中の基質濃度 E：安息香酸 0.5 mM を




Fig. 7-5 R. jostii RHA1ΔbenA における catA1 プロモーター活性に対する安息香酸の影響と、菌液中の基質および
代謝産物の濃度。pKLAPcatAを導入したR. jostii RHA1ΔbenAを 1/5LB 培地に安息香酸を 10 mM、5 mM、1 mM、
0.5 mM、0.1 mM 添加したものと、添加していない培地で培養し、3 時間おきに発光値、OD600、安息香酸およ
び代謝産物の濃度を測定した。発光値を OD600 で割った数値を単位菌数あたりの catA1 プロモーターの転写活
性とした。グラフの縦軸は 0 時間目の活性を 1 とした時の比、グラフの縦線は標準偏差を示した。Lux Assay
はプロモーターの転写活性を、BA は、安息香酸を CCM は cis, cis – muconate を、CAT はカテコールを示す。
A：catA1 プロモーターの転写活性 B：安息香酸 10 mM を添加した場合の菌液中の基質濃度 C：安息香酸 5 
mM を添加した場合の菌液中の基質濃度 D：安息香酸 1 mM を添加した場合の菌液中の基質濃度 E：安息香




Fig. 7-6 R. jostii RHA1ΔbenD における catA1 プロモーター活性に対する安息香酸の影響と、菌液中の基質およ
び代謝産物の濃度。pKLAPcatA を導入した R. jostii RHA1ΔbenD を 1/5LB 培地に安息香酸を 10 mM、5m M、1 
mM、0.5 mM、0.1 mM 添加したものと、添加していない培地で培養し、3 時間おきに発光値、OD600、安息香
酸とその代謝産物の濃度を測定した。発光値を OD600 で割った数値を単位菌数あたりの catA1 プロモーターの
転写活性とした。グラフの縦軸は 0 時間目の活性を 1 とした時の比、グラフの縦線は標準偏差を示した。Lux 
Assay はプロモーターの転写活性を、BA は安息香酸を、CCM は cis, cis – muconate を、CAT はカテコールを示
す。A：catA1 プロモーターの転写活性 B：安息香酸 10 mM を添加した場合の菌液中の基質濃度 C：安息香
酸 5 mM を添加した場合の菌液中の基質濃度 D：安息香酸 1 mM を添加した場合の菌液中の基質濃度 E：安




Fig. 7-7 R. jostii RHA1ΔcatA における catA1 プロモーター活性に対する安息香酸の影響と、菌液中の基質および
代謝産物の濃度。pKLAPcatAを導入した R. jostii RHA1ΔcatAを 1/5LB 培地に安息香酸を 10 mM、5 mM、1 mM、
0.5 mM、0.1 mM 添加したものと、添加していない培地で培養し、3 時間おきに発光値、OD600、安息香酸と代
謝産物の濃度を測定した。発光値を OD600 で割った数値を単位菌数あたりの catA1 プロモーターの転写活性と
した。グラフの縦軸は 0 時間目の活性を 1 とした時の比、グラフの縦線は標準偏差を示した。Lux Assay はプ
ロモーターの転写活性を、BA は安息香酸を、CCM は cis, cis – muconate を、CAT はカテコールを示す。A：catA1
プロモーターの転写活性 B：安息香酸 10 mM を添加した場合の菌液中の基質濃度 C：安息香酸 5 mM を添
加した場合の菌液中の基質濃度 D：安息香酸 1 mM を添加した場合の菌液中の基質濃度 E：安息香酸 0.5 mM




Fig. 7-8 R. jostii RHA1ΔcatB における catA1 プロモーター活性に対する安息香酸の影響と、菌液中の基質および
代謝産物の濃度。pKLAPcatAを導入した R. jostii RHA1ΔcatBを 1/5LB 培地に安息香酸を 10 mM、5 mM、1 mM、
0.5 mM、0.1 mM 添加したものと、添加していない培地で培養し、3 時間おきに発光値、OD600、安息香酸と代
謝産物の濃度を測定した。発光値を OD600 で割った数値を単位菌数あたりの catA1 プロモーターの転写活性と
した。グラフの縦軸は 0 時間目の活性を 1 とした時の比、グラフの縦線は標準偏差を示した。Lux Assay はプ
ロモーターの転写活性を、BA は安息香酸を、CCM は cis, cis – muconate を、CAT はカテコールを示す。A：catA1
プロモーターの転写活性 B：安息香酸 10 mM を添加した場合の菌液中の基質濃度 C：安息香酸 5 mM を添
加した場合の菌液中の基質濃度 D：安息香酸 1 mM を添加した場合の菌液中の基質濃度 E：安息香酸 0.5 mM




R. jostii RHA1 ΔcatA において 9 時間時点で、安息香酸 10 mM は約 8 mM まで減少し、カテコールは約
2 mM まで蓄積した (Fig. 7-7.B)。同様に 9 時間時点で、安息香酸 5 mM は約 2 mM まで減少し、カテコ
ールは約 3 mM まで蓄積した (Fig. 7-7.C)。安息香酸 1 mM、0.5 mM、0.1 mM においては、3 –6 時間で検
出限界以下まで減少し、代わりにカテコールの蓄積が観察された (Fig. 7-6.D, E, F)。いずれの条件におい
ても、cis, cis – muconate の蓄積は観察されなかった (Fig. 7-6)。 
R. jostii RHA1ΔcatB においては、安息香酸 10 mM では 9 時間時点での基質濃度の顕著な変化は観察さ
れなかった (Fig. 7-8.B)。安息香酸 5 mM では、9 時間時点で安息香酸が約 4 mM まで減少し、cis, cis – 
muconate が約 1 mM 蓄積した (Fig. 7-8.C)。安息香酸 1 mM では、9 時間時点で安息香酸が検出限界以下
まで減少し、代わりに cis, cis – muconate が蓄積した (Fig. 7-8.D)。安息香酸 0.5 mM では、6 時間時点で安
息香酸が検出限界以下まで減少し、代わりに cis, cis – muconate が蓄積した (Fig. 7-8.E)。安息香酸 1 mM
では、9 時間時点で安息香酸が検出限界以下となり、cis, cis – muconate の蓄積が観察された (Fig. 7-8.F)。




この結果として得られた知見を、Fig. 7-9 に示す。 
 benA プロモーターでは、野生株と全ての破壊株において、安息香酸を加えた条件で転写活性が上昇し
た。全ての条件で菌体内に存在していると考えられる基質は安息香酸のみであるため、benA プロモータ
ーの誘導物質は安息香酸であることが示唆された。また、R. jostii RHA1ΔcatB においては、他の菌株と比




Fig. 7-9 benA プロモーターと catA プロモーターにおける転写活性化および抑制のモデル図。 
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 catA1 プロモーターでは、野生株と R. jostii RHA1ΔbenA、R. jostii RHA1ΔbenD、R. jostii RHA1ΔcatA に
おいて、安息香酸存在下で転写活性の上昇が観察された。 
しかし、R. jostii RHA1ΔcatB においては、安息香酸の添加が 0.1mM、0.5mM、1mM の場合のみ活性が
上昇し、5mM、10mM では活性が観察されなかった。R. jostii RHA1ΔcatB における HPLC 測定では、安息
香酸の添加が 0.1mM、0.5mM、1mM の条件では 6 - 9 時間の時点で安息香酸は、ほぼ検出限界以下まで分
解され、代わりに cis, cis - muconate の蓄積が観察された。R. jostii RHA1ΔcatB に安息香酸を 5mM、10mM
添加した場合は、6 - 9 時間の時点で菌液中に安息香酸と cis, cis - muconate がともに検出された。他の破
壊株の菌液中では、代謝経路が遮断されているため、cis, cis – muconate は検出されなかった。 
以上の結果から、安息香酸、cis, cis - muconate がそれぞれ個別に存在する条件では catA1 プロモーター
の転写が活性化するが、安息香酸と cis, cis – muconate がともに存在する条件では転写活性化が抑制され
ることが示唆された。 
 安息香酸と cis, cis - muconate が同時に存在する場合における、catA プロモーターの転写活性化抑制の
メカニズム予想図を Fig. 7-10 に示す。Fig. 7-10 A に示す通り、安息香酸によって未知の抑制遺伝子から
未知の抑制タンパク質が転写され、この抑制タンパク質が cis, cis - muconate と結合することで catA プロ





Fig. 7-10安息香酸と cis, cis - muconateが同時に存在する場合における catAプロモーターの転写活性化抑制のメ




R. jostii RHA1 において、benABCDK オペロンのレギュレーターBenR は AraC/XylS ファミリーに、
catA1BC オペロンのレギュレーターCatR は IclR ファミリーに分類される。類似する分解経路およびに制
御遺伝子を持つ菌株としては、フェノール分解菌である Rhodococcus erythropolis CCM2595 があげられる
5, 6)。Rhodococcus erythropolis CCM2595 は、CatR によって制御される catABC オペロンを持つ。Rhodococcus 
erythropolis CCM2595 における catABC は、上流の代謝基質であるフェノールによって転写が活性化され
ること、フェノール分解遺伝子もまた同様であることが報告されている。カテコール分解遺伝子群の転
写が上流の代謝基質によって活性化する点が、本実験で観察された R. jostii RHA1 における benABCD オ
ペロンと catA1BC オペロンの挙動に類似している。また、Rhodococcus erythropolis CCM2595 におけるフ
ェノール分解遺伝子のレギュレーターPheR は AraC/XylS ファミリーに分類され、この点も R. jostii RHA1
の BenR と同様である。 
Rhodococcus erythropolis CCM2595 のフェノール分解遺伝子およびカテコール分解遺伝子群は、フェノ
ールやカテコールの代謝産物でもあるコハク酸によってカタボライト抑制が発生することが明らかにさ
れている 5, 6)。同様に、R. jostii RHA1 の benABCDK オペロンにおいても、cis, cis – muconate によるカタボ
ライト抑制が生じている可能性が考えられる。 
本研究の段階では BenR と CatR が、それぞれアクチベーターかリプレッサーか、また構成的に発現し
ているかそうでないかは不明である。これは、benR と catR それぞれの破壊株を作製し、catA1、benA、
benR、catR のプロモーターの転写活性を測定することで明らかにできると考える。Rhodococcus 
erythropolis CCM2595 においては、catR は構成的に発現し 5)、pheR はフェノールによって発現が誘導され
ることが報告されている 6)。 
R. jostii RHA1 の catA1 プロモーターに関しては、安息香酸と cis, cis - muconate がそれぞれ個別に転写を
活性化していると示唆されることから、2 つ以上のメカニズムが関わっていると考えられる。さらに、安









ら、安息香酸が転写誘導物質であることが示唆された。また、cis, cis - muconate が、benA プロモーター
の抑制物質であることが示唆された。 
catA1 プロモーターでは、野生株と R. jostii RHA1ΔbenA、R. jostii RHA1ΔbenD、R. jostii RHA1ΔcatA に
おいて、安息香酸存在下で転写活性が上昇した。R. jostii RHA1ΔcatB においては、安息香酸の添加が 0.1mM、
0.5mM、1mM の場合のみ活性が上昇した。HPLC による測定とプロモーター転写活性を比較したところ、
catA1 プロモーターは、安息香酸と cis, cis – muconate がそれぞれ単独に存在する場合は転写が活性化し、
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本論文では、環境汚染物質であるポリ塩化ビフェニル  (polychlorinated biphenyl、PCB)の分解菌
Rhodococcus jostii RHA1 の PCB 分解メカニズムを解明するとともに、その分解活性の抑制現象、及び、
抑制を解除するための分子生物学的手法に関する研究の成果を述べた。本研究で得られた知見のモデル
図を Fig. 8 に示す。 




R. jostii RHA1 においてビフェニル存在下における bphAa プロモーターの転写活性化は、ビフェニル分解
の中間代謝産物である安息香酸の存在下で抑制された。抑制の原因物質が、安息香酸か、より下流の分
解産物であるかを解明するため、R. jostii RHA1ΔbenA、R. jostii RHA1ΔbenD、R. jostii RHA1ΔcatA、R. jostii 
RHA1ΔcatB を作製し、原因物質の特定をおこなった。その結果、抑制の原因物質は R. jostii RHA1ΔbenD
で蓄積されると推測される cis-1, 2-dihydroxycyclohexa-3, 5-diene-1-carboxylate と、R. jostii RHA1ΔcatA で蓄
積されると推測されるカテコールであることが強く示唆された。特にカテコールは強い抑制の原因物質
であることが知られた。 
 第 4 章では、BphS/BphT 支配下にあり PCB 分解に関わる 4 つの遺伝子のプロモーター領域を組み込ん
だレポータープラスミドを用い、R. jostii RHA1 に導入してビフェニルや安息香酸に対する各プロモータ
ーからの転写活性を調べた。また、同様のレポータープラスミドを R. jostii RHA1ΔcatA にも導入し、ビ
フェニルを添加して培養を行い、カテコールを蓄積させた場合のプロモーター転写活性を R. jostii RHA1
と比較した。結果として、4 つのプロモーター領域それぞれにおいて、ビフェニルを添加した場合よりも、
ビフェニルと安息香酸を添加した場合に、プロモーター転写活性に対する抑制効果が観察された。また、
ビフェニル存在下で R. jostii RHA1 と R. jostii RHA1ΔcatA を比較した場合、4 つのプロモーター領域それ
ぞれにおいて、R. jostii RHA1 よりも R. jostii RHA1ΔcatA においてプロモーター転写活性に対するより強
い抑制効果が観察された。これらのことから、カテコールは BphS/BphT 支配下の 5 つのプロモーターに
対してビフェニルによる活性化に負の影響を与える物質であることが示唆された。 
第 5 章では、カテコールによるビフェニル分解遺伝子群の転写活性化抑制を解除する方法の一つとし
て、原因物質であるカテコールの分解遺伝子 catA1 の高発現による効果を確認した。まず、catA1 高発現
プラスミド pFcatA を構築し、pFcatA が R. jostii RHA1 の菌体内で機能するか確認を行った。安息香酸を
単一炭素源とする M9 寒天培地を用いて培養したところ、R. jostii RHA1ΔcatA (pFcatA)は生育を確認でき
たが、ベクターコントロールである R. jostii RHA1ΔcatA (pFAJ2574)は生育しなかった。以上より、R. jostii 
RHA1ΔcatA で遮断されていたカテコールの代謝経路が pFcatA の導入で相補されることが知られ、pFcatA
上の catA1 が機能していることが確認できた。この pFcatA を導入した R. jostii RHA1 において、カテコー
ルによるプロモーター転写活性化抑制の緩和が観察された。また、pFcatA を導入した R. jostii RHA1 はそ
うでない菌株に比べて、安息香酸とカテコールを優位に分解していることが HPLC による測定で確認さ
れた。これらの結果から、catA1 高発現株における bphAa 転写活性化抑制の緩和は、菌体内のカテコール
















活性を示したことから、安息香酸が転写誘導物質であることが示唆された。また、cis, cis - muconate が、
benA プロモーターの抑制物質であることが示唆された。catA1 プロモーターでは、野生株と R. jostii 
RHA1ΔbenA、R. jostii RHA1ΔbenD、R. jostii RHA1ΔcatA において、安息香酸存在下で転写活性が上昇した。
R. jostii RHA1ΔcatB においては、安息香酸の添加が 0.1mM、0.5mM、1mM の場合のみ活性が上昇した。
HPLC による測定とプロモーター転写活性を比較したところ、catA1 プロモーターは、安息香酸と cis, cis – 
muconate がそれぞれ単独に存在する場合は転写が活性化し、安息香酸と cis, cis – muconate が同時に存在
する場合は転写活性化が抑制されることが示唆された。 
 本研究の成果として、R. jostii RHA1 におけるビフェニル存在下での PCB 分解遺伝子群の転写活性化抑
制現象と、その原因物質が中間代謝産物のカテコールであることと、その抑制現象の解除方法を明らか
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